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摘要 : 3- 磷 酸 甘 油 脱氧 酶 (CPDH) 是 真 核 细 胞 的 烟 酰 胺 腺 嗓 叭 二 核 苷 酸 依 赖 性 酶 ， 具 有 能 量 传递 等 重要 功能 。 家 矢 
Bombyx mori 是 重要 的 变态 和 能 量 代谢 研究 模式 动物 ， 为 了 明确 GPDH 在 家 看 中 的 作用 ， 本 研究 根据 有 果 蝇 lethal (2) 
k05713 的 蛋白 质 序 列 ， 从 家 看 C108 品种 克隆 了 2 个 完整 的 mRNA 转录 体 ， 长 度 分 别 为 3 456 bp 和 2 979 bp 
(GenBank 登录 号 为 CQ865685 和 GQ865686) ， 具 有 相同 的 2 166 bp ORF， 编 码 721 个 氨基 酸 。 克 隆 拼 接 了 548 bp 的 
第 9 内 含 子 后 ， 参 照 大 造 品 种 的 全 基因 组 数据 ， 推 测 出 BmGpd 基因 全 长 27 983 bp( GenBank 登录 号 为 EF154335 ) , 
包含 16 个 外 显 子 和 15 个 内 含 子 。 编 码 蛋 日 具 跨 腊 螺 旋 结 构 ，pl 为 8. 22， 分 子 量 为 80.5 kD, 1~20 氨基 酸 区 域 为 
信号 肽 序列 。 分 子 同 源 进化 和 蛋白质 基 序 分 析 表 明 ，BmGPD 是 家 看 中 一 种 新 GPDH Mbit, FETE KH I a 
Escherichia coli 中 诱导 大 量 表达 。RT-PCR 分 析 表 明 ，BmGpd 基因 表达 量 在 5 龄 中 期 最 高 , 在 3 d 的 晴 中 明显 下 调 ， 
进入 潇 育 时 表达 量 更 低 ; 血液 中 较 低 ， 中 肠 、 丝 腺 、 生 殖 腺 和 脂肪 体 中 有 大 量 表达 。 世 片 表达 谱 显 示 ，5 龄 第 3 天 
幼虫 头 和 体 壁 中 表达 丰 度 最 高 ， 脂 肪 体 和 马 氏 管 中 最 低 ， 性 别 差 异 不 显著 。EST 表达 谱 显 示 ，4 龄 第 2 天 中 肠 中 表 
达 丰 度 最 高 。RNAi 结果 显示 ， 家 看 体内 存在 BmGpd 基因 产物 代谢 补偿 途径 。 本 研究 为 深入 研究 家 看 GPDH 的 表达 
调控 以 及 与 变态 和 能 量 代 谢 的 关系 创造 了 条 件 。 
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Structure characteristics and expression profiles of BmGpd, a glycerol-3- 


phosphate dehydrogenase gene in the silkworm, Bombyx mori 
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Abstract: Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH ) is a soluble cytosolic NAD-dependent enzyme 
present in eukaryotic organisms and has some important functions, such as energy transfer. Bombyx mori is 
a central model animal to research metamorphosis and energy metabolism. In order to determine the role of 
GPDH in B. mori, we cloned a complete gene of BmGpd based on protein (lethal (2) k05713) sequence 
of Drosophila melanogaster from NCBI (GenBank accession number; NP_725495. 1 , which is 27 983 bp 
in full length and contains 16 exons and 15 introns (GenBank accession number is EF154335). The two 
complete mRNA transcripts from B. mori strain C108 are 3 456 bp and 2 979 bp in full length ( GenBank 
accession numbers are GQ865685 and GQ865686, respectively ) both including a 2 166 bp ORF that 
encodes 721 amino acids (Mw 82.1 kD, pI 6.43). BmGPD protein includes several membrane-spanning 
regions and a signal peptide sequence with a length of 20 aa. The results of phylogenetic analysis and motif 
search revealed that BmGPD belonged to glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) family, which was 
not reported in B. mori and could be abundantly inducible expression in Escherichia coli. Semi-quantitative 
RT-PCR analysis indicated that a high-level of BmGpd mRNA occurred in tissues (organs) of the midgut, 
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silk gland, gonad and fat body, and it occurred at the middle stage of the 5th instar larva; however, a low 


level in the blood, as well as on day 3 of the pupal stage, and a lower level occurred during the diapause. 


The result of microarray-based gene expression profile showed that the expression abundance of BmGpd was 


very high in head and integument, while low in fat body and Malpighian tubule on day 3 of the 5th instar 


larva, and there were no obvious differences between the male and female strains. Expression profile of 


ESTs indicated that the expression abundance was the highest in the midgut on day 2 of the 4th instar larva. 


RNAi result suggested that there are strong metabolic compensation pathways to make up for the silence of 


BmGpd gene. This study provides a basis for further investigating the expression regulation of GPDH and its 


relationship with metamorphosis and energy metabolism in B. mori. 


Key words: Bombyx mori; glycerol-3-phosphate dehydrogenase; gene cloning; structure characteristics; 


expression profile 


E Rby Drosophila melanogaster 的 lethal (2 ) 
k05713 为 一 个 未 知 基因 的 了 转 座 子 诱发 的 致死 突 
变 体 ， 在 秀丽 小 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 中 有 
同 源 蛋 白质 。 释 放 携 带 致 死 基因 昆虫 (release of 
insects carrying a dominant lethal, RIDL) 是 探索 害虫 
生物 防治 的 一 种 新 方法 ， 该 技术 利用 果 晶 的 显 性 臻 
死 基因 遗传 系统 ， 能 够 有 效 控 制 其 种 群 ， 且 对 雄 虫 
体质 无 不 良 影 响 (Thomas et al., 2000; Alphey and 
Andreasen, 2002; Gong et al., 2005), 。 农 业 害 虫 的 
60% 以 上 属 鳞 翅 目 ,但 目前 还 没有 RIDL 技术 在 鳞 
翅 目 昆虫 防治 中 的 应 用 和 基础 研究 的 报道 ， 其 重要 
原因 是 缺乏 可 以 利用 的 致死 基因 。 研 究 钱 翅 目 昆虫 
的 lethal (2) k05713 同 源 基 因 和 蛋白质， 有 一 定 的 
现实 意义 。 

我 们 分 析 发 现 ， 该 基因 编码 的 和 蛋白质 具有 甘油 
-3- 人 磷酸 脱氧 酶 (glycerol-3-phosphate dehydrogenase , 
GDPH 或 GDP) 的 基 序 与 结构 域 。GDPH 是 存在 于 
真 核 生 物 中 的 一 种 溶 于 细胞 液 的 烟 酰 腕 腺 嗓 叭 二 核 
+f H ( nicotinamide adenine dinucleotide, NAD* ) 4K 
ei PE Bt ( Bewley and Cook, 1990), 32 HTK W AY 
GPDH 具有 递送 能 量 (Sacktor，1970) ， 维 持 组 织 的 
NAD*/NADH 比例 (White and Kaplan, 1969), 为 
脂 质 的 生物 合成 产生 底 物 (Cilbert，1967 ) 等 不 同 功 
能 。 昆 虫 体内 GPDH 含量 十 分 直 定 ， 占 总 蛋 日 的 
0. 1% (Niesel et al.，1980 ) ， 占 新 羽化 成 虫 合 成 重 
白 的 2% ( Kotarski et al., 1983), KA GPDH 的 
水 平 低 于 野生 型 水 平 的 10% ， 果 蝇 就 会 失去 飞行 
能 力 (0 ”Brien and Shimada, 1974), X & Œ & 
GPDH 活性 的 果 晶 虽然 不 会 死亡 ， 但 生存 能 力 降 低 
(Bewley and Lucchesi，1977 ) 。 近 年 来 研究 表明 ， 
GDPH 对 于 酵母 在 高 渗 环 境 中 的 生存 具有 重要 作用 
(Yan et al., 2008) ， 还 有 证 据 表 明 CDPH 能 提高 黑 腹 
果 晶 成虫 对 酒精 的 忍受 力 (Kanes et al ., 2009) ， 暗 示 


GDPH 在 生物 对 利用 酒精 等 的 能 量 代 谢 过 程 可 能 具 
有 重要 作用 。 家 看 是 鲜 翅 目 模 式 昆虫 ,也 是 重要 的 
变态 和 能 量 代 谢 研究 模式 动物 。 为 了 明确 GPDH 
在 家 乍 中 的 作用 ， 本 研究 根据 果 蝇 的 lethal (2) 
k05713 HAPS, UGE it SA ae BmGpd 
基因 ， 调 查 了 其 时 空 表达 谱 ， 同 时 介绍 了 一 种 利用 
家 乍 基因 组 数据 资源 平台 快速 研究 鳞 翅 目 昆 虫 功 能 
基因 的 方法 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 及 处 理 

家 不 二 化 性 C108 品种 ，2SY BAER HER, 
孵化 后 幼虫 采用 篆 规 方法 桑 时 人 饲育， 整个 世代 保护 
温度 25°C, RIRA pET-28a (+). KH 
Escherichia coli TG1 和 BL21 菌株 由 本 实验 室 保 存 。 
基因 克隆 从 家 蛋 4 龄 幼虫 脂肪 体 提 取 总 RNA， 从 5 
龄 幼虫 丝 腺 中 提取 DNA。 基 因 时 空 表达 在 预定 时 
间 取 样 提取 总 RNA。 样 品 在 取样 后 立即 于 液 氮 中 
人 研磨， 然后 用 Trizol 试剂 ， 按 照 试 剂 盒 说 明 提 取 总 
RNA, DNA 提取 按照 常规 方法 进行 。 提 取 的 核酸 
经 DYY-6C( 北 京 六 一 仪器 厂 ) 电泳 定性 和 DU-730 
核酸 /蛋白 质 分 析 仪 (Beckman Coulter, USA) 定量 
测定 后 ， 用 M-MLV 反 转 录 酶 (TaKaRa) 合成 cDNA 
第 1 链 ，-20%C 保存 待 用 。 
1.2 cDNA 及 内 含 子 克隆 

利用 NCBI 的 GenBank 数据 库 ， 下 载 采 蝇 
lethal (2) k05713 Æ A Jit 4] ( GenBank 登录 号 NP 
_725495.1), blastn 比 对 家 和 看 dbEST 数据 库 ， 获 得 
高 同 源 性 的 EST 序列 群 ; 用 DNAstar 软件 的 
SeqMan 程序 进行 拼接 、 延 伸 ， 获 得 高 同 源 性 
Contigo EKA EST 数据 库 中 重复 检索 、 拼 接 、 延 
伸 Contig, FLER, EREE EST 造成 的 假 阳 
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性 碱 基 ， 获 得 Contig 重合 群 。 最 后 在 BmdbWGS iH 
行 同 源 性 检索 ， 检 验 电子 克隆 获得 的 CDNA 序列 
质量 。 

进一步 利用 RACE 方法 获得 目的 基因 全 长 
cDNA, W 5 ug 总 RNA, CIP W (calf intestinal 
alkaline phosphatase ) Æ BR 7c We 45 45 Fl br BY 
mRNA ， 然 后 用 TAP 酶 去 除 帽 子 结构 ，T4 RNA 连 
接 酶 在 $' 端 接 上 RNA Oligo 接头 ， 最 后 用 Oligo dT 
Primer 进行 反 转 录 ， 构 建 全 长 第 一 链 cDNA 文库 
(参照 GeneRacer™ Kit 使 用 说 明 )。 设计 5 和 3 端 
RIR PCR 引物 ( 表 1) ， 进 行 PCR 扩 增 。 二 次 PCR 
的 条 件 分 别 为 : 94C 2 min, 5 个 循环 [94°C 50 s, 
62°C (5’ RACE)/60C (3’ RACE) 50 s, 72€ 90 


s) | ，30 个 循环 [94C 50 s, 58€ (5’ RACE)/ 
56 (3’ RACE) 50 s, 72C 90 s], BJ 72% 10 
min; 94°C 2 min, 35 循环 [94C 50 s, 58 (5’ 
RACE) /56°C (3' RACE) 50 s, 72€ 90 s], 最 后 
72°C. 10 min, 

以 家 看 基 因 组 DNA 为 模板 ，PCR 方法 元 隆 目 
的 基因 第 9 内 含 子 序 列 。RACE 及 内 含 子 扩 增产 物 
SOFA 1. 2% 青 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 验 ， 目 的 户 段 用 PCR 
Clean-up Kit (TaKaRa) 回收 ， 连 接 pMD19-T 载体 ， 
转化 感受 态 细 胞 TG1， 随 机 挑 百 斑 ， 抽 提 质 粒 ， 
BamH I 和 Hind M (TaKaRa) 双 酶 切 鉴 定 ， 取 阳性 
克隆 ， 委 托 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 
测序 。 


R1 SEM RIAD BmGpd 基因 的 引物 


Table 1 Primers used in the cloning and expression analysis of glycerol-3-phosphate 


dehydrogenase gene (BmGpd) in Bombyx mori 


作用 Function 

cDNA 扩 增 

Amplification of cDNA fragments 
RACE 3’-RACE Oligo dT 


引物 名 称 Primer 
Primer Spl 
Primer Ap] 


3’ Sense 

3’ Anti-sense 
3’Nested sense 
3’Nested anti-sense 


5’-RACE Oligo 


5’ Sense 1 
5’ Sense 2 
5’ Anti-sense 1 
5’ Anti-sense 2 
5’ Nested sense 1 
5’ Nested sense 2 
5’ Nested anti-sense 1 
5’Nested anti-Sense 2 
克隆 第 9 AET Sp2 
Cloning of the 9th intron Ap2 
构建 融合 表达 重组 质粒 Sp3 
Construction of recombinant plasmids Ap3 
时 空 表达 分 析 Sp4 
Spatio-temporal expression analysis Ap4 
RNAi Sp5 
Ap5 
Sp6 
Ap6 


引物 序列 Primer sequence (5' —3') 
CACGGATGGACTCCTACT 
CTCATGTCTTITGTTCAAT 
GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T) 9, 
CGGTCAAGTTGAACTCGACGAGTATC 
GCTCGTCAACGATACGCTACGTAACG 
AGGAGCGGCGGTGGACTGTAAAT 
CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 
CGACTGGAGCACGAGGACACTGACA 
TGGACTGAAGGAGTAGAAA 
CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 
CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 
GCCGCCTCCAATGATGAGCAAAT 
GCGGATTACCTAAACGGCAACGAT 
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 
CAGCTTIGGAGATTGGCCACTTGTT 
ACGATCACTCTGCCGACTGGACTA 
GTCACCCACAACCCTAAACC 
TCATACATGACGTGGCGAAC 


CGC |GGATCC |CACGGATGGACTCCTACT 
CCC | AAGCTT |ACGGTGCGATGATCTAAG 


CCCCATCGAACACGGAATCG 
CGCTCGGCAGTGGTAGTGAA 
TAATACGACTCACTATAGGGAAGTCGCCCAGCATT 
TAATACGACTCACTATAGGGTCACTTCCTCGCCGTA 
TAATACGACTCACTATAGGCGGTGGTTATGGT 
TAATACGACTCACTATAGGCTCTTCTTGGCAGTA 


保护 碱 基 用 斜体 字 表 示 ， 酶 切 位 点 用 方 框 标 出 。The protection base are presented in italic, and the digestion sites by restriction enzyme are boxed. 
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13 基因 结构 和 染色 体 定 位 分 析 

使 用 DNAstar、DNATools 和 ORF Finder 等 分 析 验 
证 cDNA 的 碱 基 组 成 、 开 放 阅 读 框 (ORF) 和 Poly A 
Signal ， 确 定 5'UTR 和 3’UTR 区 域 。 用 blastn 程序 在 
BmdbWGS 数据 库 比 对 克隆 基因 cDNA 序列 ， 拼 接 全 
基因 序列 ， 并 用 在 线 Sim4 工具 (http: //gamay. univ- 
perp. fr/analyse_seq/sim4 ) 进行 验证 (Florea et al., 
1998 ) 。 利 用 GSDS ( http: //gsds. cbi. pku. edu. cn/ 
index. php? input = seq) 分 析 构 建 全 基因 结构 图 。 基 于 
SIkKDB 的 在 线 分 析 软件 SilkMap ( http: // 
silkworm. genomics. org. cn/ ) 对 克隆 基因 进行 染色 体 定 
位 分 析 。 
1.4 笋 白质 结构 和 性 质 以 及 分 子 进化 分 析 

利用 EXPASY (http: //ca. expasy. org/tools/ ) , 
Swiss-prot 和 EBI 等 数据 库 及 在 线 分 析 软 件 和 
DNATools, 分 析 目 的 基因 翻译 蛋白质 的 氨基 酸 组 
成 特性 。 利 用 EXPASY 网 站 提供 的 PROSITE， 
MotifScan 和 SMART 等 基于 蛋白质 基 序 (motif)、 绪 
构 位 点 、 结 构 功 能 域 的 重 日 质 功能 预测 软件 ， 以 及 
BlastP 和 FASTA SkF HW Re. AE Ae 
的 二 级 结构 分 析 利 用 EXPASY 网 站 的 nnPredict, 
Predict-Protein 和 SSPRED 等 软件 组 合 。 同 源 分 子 
进化 树 分 析 则 利用 了 NCBI 网 站 以 及 ClustalX 和 
MAGE3 软件 。 
1.5 融合 表达 重组 质粒 的 构建 及 表达 蛋白 的 检测 

根据 克隆 的 mRNA 序列 ， 使 用 Primer 5. 0 设计 
了 引物 Sp3 和 Ap3 ， 分 别 包 含 BamH I 和 Hind Tl 
切 位 点 ( 方 框 表示 ) 和 保护 碱 基 (斜体 表示 )( 表 1)。 
PCR 条 件 为 : 94C 3 min 后 反应 30 循环 (94% 50 s 一 
60° 50 s—72C 90 s) ， 最 后 723% 10 min, PCR 产物 、 
表达 载体 pET-28a( + ) 用 BamH I All EcoR | YH 
后 回收 、 连 接 ， 构 建 表 达 质 粒 pET-28a ( + )- 
BmGpd， 并 转化 感受 态 菌 8. coli T, Æ LB 培养 
ECA 50 pg/mL Kan* ) 培养 10 hb 后， 挑 取 菌落 栈 
切 鉴定 、 测 序 。 阳 性 重组 质粒 转化 五 coli BL， 
37 人 振荡 培养 过 夜 。 取 一 定 菌 液 加 到 10 FA AR 
LB 培养 基 ( 含 0.1% Kan*) 中 ， 继 续 振荡 培养 至 OD 
值 约 0.5， 加 IPDG( 终 浓度 1 mmolL) 诱 导 表 达 3 ~4 
h, 10 000 r/min 离心 5 min WERK, SDS-PAGE 检 
测 BmGpd 基因 的 表达 产物 。 
1.6 时空 表 达 谱 分 析 

根据 获得 的 目的 基因 cDNA 序列 设计 特异 引物 
Spl 和 Apl( 表 1) ， 以 家 和 看 Actin3 基因 为 内 参 ( 引 
物 为 表 1 Sp4 Fl Ap4), see RT-PCR 检测 目的 基 
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的 mRNA 转录 水 平 。 各 样本 材料 的 cDNA 模板 按 
照 方法 1. 1 获得 。PCR 反应 体系 为 25 uL, BRN 
94°. 3 min, 30 个 循环 (94%C 50 s—60C 50 s 一 72%C 
60 s) 后 ，72%C 10 min 终止 延伸 ， 产物 47 保存 ， 
1. 2% 玉 脂 糖 电泳 检测 ，Tanon 2500 凝 胶 上 自动 成 像 
系统 和 Tanon GIS( Gel Image System) 软件 (Tanon 公 
司 ) 定 量 分 析 。 

利用 目的 基因 cDNA 序列 ，BmMDB (http: // 
silkworm. swu. edu. cn/microarray/index. php ) 数据 库 
HÍT blast, SRA WARES, RARE A 
的 基因 在 5 龄 第 3 F(SL-3d) ZH 2A (4 E ) AIE 
MU ZA, SIA TRIE A EA RA 
另外 ， 根 据 NCBI 提供 的 目的 基因 的 UniGene, FJ 
用 本 实验 室 下 载 并 重新 构建 的 家 看 EST 数据 库 和 
搜寻 软件 ,分 析 构 建 组 织 ( 颖 官 ) 与 发 育 时 期 对 应 
的 二 维 BmGpd 基因 EST 谱 ， 作 为 克隆 该 基因 的 时 
空 电子 表达 谱 。 
1.7 BmGpd 基因 的 RNAi 干涉 

选择 BmGpd cDNA 的 保守 区 ， 设 计 PCR 扩 增 
引物 Sp5 和 Ap5( 表 1)， 产 物 长 度 为 505 bp， 同 时 
用 桑树 抗 冻 基因 (MAjp) 作 为 阳性 对 照 ( 引 物 Sp6 和 
Ap6, #1). 分别 以 家 看 脂肪 体 总 RNA 和 桑树 
RNA 反 转 录 生 成 的 CDNA 为 模板 ，PCR 扩 增 DNA 
合成 待 用 模板 ， 用 RiboMAX™ Large Scale RNA 
Production Systems 试剂 盒 ， 按 照 说 明 分别 转 录制 备 
BmGpd 和 MAfp 的 dsRNA, 定量 测定 后 冻 存 于 
-70% 备 用。 选择 大 小 相近 的 4 龄 起 看 60 头 ， 随 
机 分 成 3 组 ， 称 量 体 重 后 用 微量 注射 器 注射 BmGpd 
的 dsRNA (30 ng/&), ， 分 别 以 注射 等 量 MAfp 的 
dsRNA 以 及 不 注射 为 阳性 和 阴性 对 照 。 无 菌 环境 
人 饲养 并 调查 体重 变化 ， 同 时 取样 提取 脂肪 体 总 
RNA, RT-PCR 检测 目的 基因 干涉 效果 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 BmGpd 基因 全 长 cPDNA 克隆 

HEHE SLE lethal (2) k05713 的 蛋白 质 序列 (NCBI 
No. NP_725495. 1 ) blastn 程序 检索 BmdbEST， 获 得 2 
条 同 源 性 分 别 为 78% 和 75% 的 EST 序列 
CK521762. 1 和 CK560641. 1。 利 用 DNAstar 重复 进 
行 组 装 、 延 伸 、 检 索 ， 最 终 获 得 1 条 与 家 看 WGS 
匹配 的 932 bp ÆÆ FJZ] (contig), ORF Finder 分 
析 其 包含 的 ORF 最 大 为 720 bp， 编 码 239 个 氨基 
酸 ， 与 果 晶 lethal (2) k05713 和 蛋白质 C 端 486 ~ 
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724 区 域 同 源 性 79% ， 预 示 该 序列 5' 端 
长 的 编码 区 。 

根据 电子 克隆 序列 设计 引物 Spl 和 Apl, AZK 
Æ C108 品种 脂肪 体 总 RNA 反 转 录 生成 的 单 链 cDNA 
为 模板 进行 PCR 扩 增 , 电泳 检测 获得 了 1 条 与 预测 
一 致 的 cDNA 万 段 (图 1 泳 道 1)。 产 物 纯化 回收 后 ， 
连接 到 pMD19-T 载体 ， 经 转化 、 抽 提 质 粒 、 双 酶 切 
鉴定 。 测 序 结果 显示 序列 长 940 bp, 与 电子 克隆 序 
列 有 2 个 碱 基 的 差异 (G32T，G50T) ， 可 能 是 调查 品 
种 C108 与 数据 库 中 大 造 品种 的 差异 。 

为 获得 该 基因 全 长 cDNA， 按 照 GeneRacer” 
Kit 提供 方法 ， 利 用 5'RACE primerl 扩 增 出 1 条 产 
物 ( 图 1)，PCR 产物 的 重组 质粒 经 测序 后 ， 获 得 1 
条 503 bp 的 cDNA 片段 。 再 次 设计 5’ RACE 
primer2 ， 进 行 PCR 扩 增 , 产物 经 电泳 检测 ， 发 现 
有 2 条 100 bp 左右 的 条 带 ( 图 1 泳 道 4) ， 分 别 回收 
后 构建 重组 质粒 ， 测 序 获 得 长 度 为 82 bp 和 123 bp 
的 2 个 5'UTR Be, 说明 BmGpd 基因 可 能 存在 3 
个 转录 起 始 位 点 。 


M 1 2 3 4 M 


可 能 还 有 较 


bp 
2 000 
1 500 


1 000 


700 


400 
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图 1 KÆ BmGpd 基因 的 cDNA 克隆 
Fig. 1 cDNA cloning of glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase gene (BmGpd) in Bombyx mori 

M: DNA 分 子 量 标记 DNA molecular weight marker; 1; PCR 扩 增 的 

目的 基因 cDNA 片段 (引物 Spl/Apl) Amplified cDNA fragment of 

BmGpd by PCR (primer Spl/Apl ); 2: 3’ RACE 产物 3’ RACE 

product; 3: 5’RACE 产物 (引物 1) 5’RACE product with one set of 

primers (primerl); 4; 5’RACE 产物 (引物 2)5'RACE product with 


the other set of primers (primer? ). 


以 GeneRacer™ Kit 反 转 录 生 成 单 链 cDNA 为 模 
Be, FA 3’ RACE 引物 进行 集 式 PCR 扩 增 , 电泳 检 
测 出 4 条 产物 条 珊 ( 图 1)。 选 取 最 长 和 最 亮 的 条 
带 ， 分 别 进行 纯化 回收 、 构 建 重 组 质粒 ， 并 通过 蓝 
日 斑 第 选 ， 酶 切 鉴 定 后 测序 。 结 有 果 短 序列 片段 为 
423 bp， 长 序列 的 mRNA 在 前 者 的 加 尾 位 点 处 没有 


停止 转录 ， 继 续 转 录 了 478 bp( 长 901 bp), BS 
出 现 新 的 加 尾 信 号 “AATAAA” 才 终止 转录 。3 
RACE 产物 电泳 图 片 显 示 4 个 条 市 (图 1) ， 提 示 该 
基因 在 家 看 体内 可 能 存在 4 个 转录 体 。 本 研究 从 家 
看 C108 品种 脂肪 体 组织 克 隆 测 序 了 2 个 mRNA 转 
录 变 体 ， 长 度 分 别 为 3 456 bp 和 2 979 bp( GenBank 
登录 号 分 别 为 GQ865685 和 GQ865686 ) 。 

2.2 BmGpd 全 基因 序列 克隆 拼接 与 结构 分 析 

将 家 大 C108 品种 BmGpd 全 长 cDNA 序列 与 家 
看 的 WGS( 大 造 品 种 ) 比 对 ， 发 现 第 9 个 内 含 子 序 
列 不 完整 。 在 cDNA 两 侧 的 外 显 子 上 设计 PCR 扩 
增 引 物 ， 以 家 看 全 基因 组 DNA 为 模板 ， 进 行 PCR 
扩 增 ， 产 物 经 电泳 检测 显示 有 1 条 清晰 亮 带 (图 2: 
B)。 回 收 、 克 隆 ， 并 用 BamH I 和 Hind MIEY 
鉴定 ， 可 以 看 到 酶 切 产 物 有 2 条 带 ， 说 明 该 内 合子 
序列 中 存在 酶 切 位 点 (图 2: B)。 测 序 长 度 近 900 
bp， 测 序 后 确定 第 9 内 含 子 长 度 为 548 bp. 

将 C108 品种 BmGpd 基因 2 个 全 长 mRNA 转录 
IRTE NCBI HIKA WGS 数据 库 ( 大 造 品 种 ) 中 进行 
同 源 性 分 析 ， 结 果 表 明 这 2 个 mRNA 分 布 在 WGS 
AADKO1015090.1, AADKOIOI6S17.1, | BAABOI06/577. 1, 
AADKO1045138.1, = AADKOI01I2829.1, | BAABOIIM6I9. 1, 
BAABOI112673. 1 上面。 根据 克隆 测序 的 第 9 AETI 
列 ， 通 过 拼接 、 修 复 CAP, 得 到 了 大 造 品 种 全 长 
27 983 bp 的 BmGpd 全 基因 序列 (CenBank 登录 号 
为 EF154335 ) 。 进 一 步 用 Sim4 软件 分 析 ， 确 认 
C108 品种 BmCpd 基因 由 16 个 外 显 子 、15 SAS 
子 组 成 。 内 含 子 的 剪 切 位 点 符合 “GT-ACG” 法 则 ， 
全 基因 结构 如 图 2(A) 所 示 。 基 因 染 色 体 定位 分 析 
表明 ,该 基因 位 于 家 看 第 4 连锁 群 (第 4 染色 体 ) 
的 nscaf 2589 的 2 438 ~2 478 kb 区 域内 。 

2.3 BmGDP 和 引 晶 质 结构 特性 和 分 子 进化 分 析 

RACE 方法 获得 了 2 个 完整 的 BmGpd 基因 
mRNA 转录 体 ， 长 度 分 别 为 2 979 bp 和 3 456 bp, 
两 者 具有 相同 的 ORF， 长 2 166 bp， 编 码 721 TA 
HR, FERN S8. 22, 分子量 80.5 kD。SignalP 的 
神经 网 络 法 分 析 结 果 显 示 ，BmGPD 和 蛋白 在 1 ~ 20 
插 基 酸 残 其 区 域 为 分 值 高 达 0.98 的 信号 肽 序列 。 
TMpred 在 线 工 具 分 析 显 示 ， 该 重 日 的 氨基 酸 序 列 
包含 5 个 有 内 到 外 的 跨 膜 螺 旋 ，3 个 由 外 到 内 的 跨 
膜 螺 旋 。TMHMM 验证 结果 显示 ，7 ~ 26 残 基 区 域 
为 由 内 到 外 的 跨 腊 螺旋， 与 TMpred 分 析 结 采 一 
BL. PSORT 亚 细 胞 定位 分 析 结 果 表 明 ， 该 重 日 质 
定位 在 细胞 质 内 ,分 值 高 达 9. 98。 












274 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 a5 
bp M 1 2 M bp 
B 4000 — = —5 000 A 
aa Wp eee ~ 000 
= — A 000 27 983 bp 401 bp 2166bp 880bp 
750! -— = 
| | as \ 1500 
250/- 和 | 250 
100 one 
me 















n 
起 始 密码 子 Start codon 
图 2 BmGpd 全 基因 结构 图 (A) 和 第 九 内 含 子 的 克隆 (B) 
Fig. 2 The sketch map of BmGpd complete gene structure( A) and the cloning of the 9th intron (B) 
M: DNA molecular weight Marker; 1; PCR 产物 The PCR product; 2: 重组 质粒 的 酶 切 鉴 定 Restriction analysis of the recombinant plasmids. 


SMART IEM, 67 ~ 431 REJ D- 氨 基 酸 
氧化 酶 (D-amino acid oxidase, DAO) E A ARID BE 
域 ， 整 个 序列 包含 4 个 无 序 的 结构 域 ,，C 端 包 含 2 
个 钙 离 子 结 合 区 域 (EF-hand) (618TYIKRFQIIDKDR 
KGFVSINDIRRSLKNYQL646, 654QLHEILREIDTNM 
NGQVELDEYLQMMSAI682) , 64 ~575 残 基 属于 3- 
Wire BS YH bt ANE GIPA ) PRSF XB, SEAN oe ME HY BE 
因 产 物 可 能 为 GCPD。PROSCAN 的 功能 位 点 分 析 表 
AA, BmGPD 和 蛋 日 质 的 氨基 酸 序 列 包 含 2 个 N- 糖 基 
化 位 点 ， 属 于 糖 和 蛋白 质 ; 还 包含 2 个 cAMP 和 
cGMP Win FETE A AER ICAL, 13 个 和 蛋 日 激酶 
C 磷酸 化 位 点 ，9 SRE AAS BREMS, | 
AS i ER CDR, 10 个 N- 十 四 酰基 位 点 ， 
2 个 酰胺 化 位 点 ，1 段 细 胞 吸附 序列 ，1 个 Ca“ 结 
合 区 域 (663 DTINMNGQVELDEY675 ) 1 个 黄 素 腺 
me Me = KH R (FAD) W Hi PE GPD 信号 1 
(71IGGGATGVGCALDATTRG88 ) #1 1 个 FAD 依赖 性 
GPD 信号 2 (424 GGKWTTYRSMA434) ， 预 示 该 蛋 
日 质 可 能 与 细胞 信号 传导 调控 有 关联 ， 可 能 是 一 种 
GPD EHH, 

利用 SOPMA 和 nnPredict 预测 的 二 级 结构 显 
7x, BmGDP Æ H JEH a 螺旋 (alpha helix, Hh) 4 
49.93% , HE {HEE( extended strand, Ee) 占 12.07% , 
B 转角 (beta turn, Tt) 4 $.13% ， 随 机 卷曲 结构 
(random coil, Cc) 占 32. 87% 。 

将 BmGPD 4 A te 3 ty ETD UE 
比 对 ， 结 果 BmGPD 与 蜜蜂 Apis mellifera PER 
i4 D. melanogaster 的 Lethal (2) k05713 和 蛋白 质 同 


24 000 28 000 
终止 密码 子 Stop codon 


源 性 分 别 为 76% Al 75% ; BmGPD 与 丽 蝇 肾 集 金 小 
te Nasonia I A Fg 
castaneum, |X] HEERE Anopheles gambiae PUR RAF 
iit Aedes aegypti WY 3- RR H h Ait St Be ( glycerol-3- 
phosphate dehydrogenase, GPDH) 的 同 源 性 分 别 高 达 
79% , 77% , 72% 和 71%， 与 人 类 Homo sapiens, 
黄牛 Bos taurus、 红 原 鸡 Gallus gallus、 秀 丽 隐 杆 线 
IK C. elegans 和 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana GPDH 的 
同 源 性 分 别 高 达 63% , 62% , 63% , 61% 和 49%， 
BEW TE Xenopus laevis, /|\ fs Mus musculus, K 
Ba, Rattus norvegicus 和 斑马 鱼 Danio rerio 的 线粒体 
GPDH 的 同 源 性 分 别 达 63% , 62% , 61% 和 69% 。 
将 BmGPD 和 蛋白 序列 与 家 看 中 已 公布 的 GDP-1 
(BAD38674)，GDP-2( BAD38675 ) ， 及 本 实验 室 公 
布 的 lethal protein-like protein( ABL98075 ) 比 对 ， 发 
现 同 源 性 极 低 ( < 10%); BmGPD 与 果 蝇 的 GPDH 
(CAA43536, CAA47892, CAA56497 ) 的 蛋白质 同 
源 性 也 分 别 只 有 12%，11% ，12% 。ClustalX 和 
MAGE3 软件 同 源 分 子 进化 树 分 析 结 果 显 示 ， 家 看 
BmGPD 与 果 蝇 Lethal (2) k05713 BAIR. mig 
集 金 小 蜂 及 赤 拟 谷 盗 等 GPDH 的 进化 距离 较 近 ， 
而 与 人 、 牛 等 物种 的 GPDH 进化 距离 相对 较 远 。 
所 以 ， 推 新 BmGPD 是 一 种 家 看 中 未 报道 的 3-BER 
甘油 脱氧 酶 。 
2.4 BmGpd 基因 的 原核 表达 分 析 

按照 材料 方法 1.6 描述 ， 构 建 了 BmGpd 基因 
(808 bp) 的 融合 表达 重组 质粒 pET-28a (+)- 
BmGpd, BamH I 和 Hind M WOR, £M 1% 


vitripennis 、 Tribolium 
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750 bp 左右 的 条 带 ( 图 3) ,测序 结果 证 实 插入 的 基 
因 编 码 框 正确 ， 未 发 生 框 移 。 将 鉴定 为 阳性 的 重组 
质粒 转化 进 E. coli BL, , PFR A ar 
物 经 SDS-PAGE 电泳 检测 ， 出 现 1 条 高 表达 量 重 日 
Avis (FL 3)。 选 择 的 BmGpd BARB, 包含 1 个 
756 bp 的 开放 阅读 框 ， 翻译 251 个 氨基 酸 ， 加 上 
ORF 前 端 (18 bp) 及 载体 的 11 CARR, 融合 重 日 
的 分 子 量 约 30.2 kD， 得 到 的 融合 重 日 分 子 量 与 条 
市 位 置 相符 。 





图 3 重组 表达 质粒 pET-28a( + )-BmGpd 的 
双 酶 切 图 谱 及 诱导 表达 产物 的 SDS-PAGE 电泳 图 
Fig. 3 Restriction analysis of the recombinant expression 
plasmids ( pET-28a( + )-BmGpd) and the SDS-PAGE 
analysis of BmGPD induced by IPTG 
M: 分子量 标准 ( 左 DNA， 右 蛋白 质 ) The left is DNA molecular 


weight marker, and the right is protein molecular weight marker; 1; # 
组 质粒 的 双 酶 切 鉴定 Restriction analysis of the recombinant plasmids; 
2: 空 质粒 诱导 表达 Induced expression of control plasmids; 3 : 未 诱导 
表达 Expression without induction; 4: 诱导 表达 Induced expression of 
the recombinant plasmids pET-28a( + ) -BmGpd. 


3.5 BmGpd 基因 的 时 空 表达 谱 分 析 

PCR 循环 次 数 调 查 发 现 ， 我 们 的 实验 体系 下 ， 
BmGpd 和 hctin3 的 PCR 反应 平台 期 分 别 在 34 和 32 
个 循环 以 后 ， 因 此 采用 30 个 循环 数 来 进行 元 争 性 
RT-PCR 检测 BmGpd 基因 的 表达 量 。5 龄 幼虫 及 师 
期 不 同 组 织 的 调查 结果 ，BmGpd 基因 在 血液 表达 
量 较 少 ， 而 在 中 肠 、 丝 腺 、 生 殖 腺 和 脂肪 体 均 有 大 
量 表达 (图 4: A)。 就 发 育 时 期 而 言 ，5 龄 中 期 
BmGpd 基因 的 表达 量 最 高 ，3 d HOUR AIA BAA i PF 
降 ( 图 4: A)。 处 女 蛾 卵 中 表达 量 最 高 ， 产 后 30 h 
卵 中 的 表达 量 下 降 ， 产 后 72 h 和 盐酸 处 理 后 1 d 的 
活化 卵 中 ， 几 乎 检测 不 到 BmGpd 的 表达 ， 此 时 内 
参 基 因 也 表达 量 很 低 ， 可 能 是 蛋 卵 开始 进入 涉 育 ， 
代谢 水 平 降低 所 致 (图 4: B)。 


5 龄 第 3 天 9 种 组 织 ( 器 官 ) 的 世 片 检测 表达 谱 
(图 4: C) 显 示 ，BmGpd 基因 在 头 和 体 壁 表达 丰 度 
mie, TEAMS Re PRR, MR FPA 2 
腺 和 血 淋 巴 中 都 有 一 定 的 表达 。 进 一 步 根据 该 基因 
的 UniGene, ， 利 用 重新 构建 的 家 大 EST 数据 库 和 编 
制 的 搜寻 软件 ， 获 得 了 组 织 ( 需 官 ) 与 发 育 时 期 对 
应 的 三 维 BmCpd 基因 表达 谱 。 结 果 显 示 ，BmCpd 
基因 在 幼虫 4 龄 第 2 天 中 肠 的 表达 丰 度 最 高 (图 4: 
D), 

2.6 BmGpd 基因 的 RNAi 研究 

4 龄 起 看 注射 BmCpd 基因 的 dsRNA 后 ， 每 隔 
3 d 分别 提取 脂肪 体 总 RNA, RT-PCR 检测 BmGpd 
基因 的 mRNA 量 ， 结 果 注 射 目 的 基因 dsRNA 幼虫 ， 
部 分 个 体 在 注射 后 BmGpd 的 表达 量 显 车 下降 (图 
5: A), ， 但 没有 观察 到 BmGpd 基因 RNA 干涉 处 理 
家 看 发 育 不 良 的 现象 ， 也 无 眠 起 和 变态 (化 肾 ) 的 
异常 ， 只 观测 到 注射 BmGpd dsRNA 的 家 看 体重 有 
高 于 对 照 的 现象 (图 5: B) ， 由 于 体重 调查 间隔 时 
间 3 d， 可 能 数据 差异 有 发 育 进度 上 的 部 分 差异 ， 
结果 无 法 获得 其 他 合理 解释 。 


3 讨论 


3.1 BmGpd 为 3- 磷酸 甘油 脱 氢 酶 同 工 酶 基因 

GPDH 11k we te — H SEA el ( dihydroxyacetone 
phosphate, DHAP) 和 a- AH ZR, E 
EYE BURP EF BRR, ERE S ed 
分 解 代 谢 过 程 中 回 甘 油 合成 方 问 的 物质 流 分 配 量 和 
甘油 合成 水 平 。 在 真 核 生 物 中 ， 线 粒 体内 的 甘油 - 
3- 砍 酸 通过 磁 酸 甘油 穿梭 作用 与 NAD 依赖 性 的 细 
胞 质 甘 油 -3- 磷 酸 相 互联 系 (Ronnow and Kielland- 
Brandt, 1993; Brown et al.，1994 ) ， 维 持 氧 化 还 原 
平衡 。 在 该 过 程 中 ，CPDH 能 够 增加 钙 离 子 的 活性 
(MacDonald and Brown, 1996) 。 

BmGPD EH EA D- 氨 基 酸 氧化 酶 ( D-amino 
acid oxidase, DAO ) 和 蛋白 质 家 族 功 能 域 ，DAO 家 族 
包含 多 种 FAD( RIRE = KTR) 依赖 性 氧化 
还 原 酶 ， 如 3- 克 酸 甘 油 胶 氢 酶 、 肌 返 酸 氧化 酶 B 
亚 基 、D- 婴 氨 酸 氧化 酶 、D- 天 裤 氨 酸 氧 化 酶 等 
(Todone et al., 1997), BmGPD AN N 端 包 含 1 
个 3- 磷酸 甘油 脱 氢 酶 保守 区 (GlpA),C 端 包 含 2 
个 钙 离 子 绑 定 区 域 (EF-hand)， 这 与 真 核 生 物 中 
FAD- 依 赖 性 GPD 的 蛋白质 结构 特征 相 吻 合 
(Kerscher, 2000) 。 蛋 日 质 同 源 性 分 析 和 分 子 进化 
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图 4 ZKE BmCpd 的 表达 谱 
Fig. 4 Expression profiles of BmGpd in Bombyx mori 

A, B: RT-PCR 检测 结果 ，IOD 比值 为 基因 BmGpd 和 内 参 Actin3 产物 电泳 条 带 的 积分 光 密 度 值 比值 RT-PCR results, IOD value was the ratio of 
average optical density of RT-PCR products of BmGpd to Actin3. C; 根据 SilkDB 数据 库 获得 的 BmCpd 基因 在 5L-3d 不 同 组 织 ( 器 官 ) 的 芯片 检测 表 
达 谱 Microarray-based gene expression profile in multiple tissues on day 3 of the 5th instar larva from SilkDB. D: 根据 本 实验 构建 的 家 奋 EST 数据 包 
获得 的 组 织 ( 器 官 ) 与 发 育 时 期 对 应 的 BmGpd 基因 时 空 表达 谱 Patio-temporal expression results using EST_ analysis package constructed by our lab. 

EST 丰 度 = /(TPM1 x TPM2), + TPM = ( BmGpd 基因 EST 数 / 池 中 EST 总 数 ) x 10°, TPM1 为 组 织 TPM, TPM2 为 发 育 时 期 TPM, EST 
abundance equals to V (TPM1 x TPM2) , where TPM = (EST numbers of BmGpd gene/total EST numbers of pool) x106, TPM1 represents EST number 
of BmGpd gene divided by total EST number in tissue (or organ) pool, and TPM2 represents EST number of BmGpd gene divided by total EST number in 
developmental stage pool. A-n: 新 羽化 的 成 虫 Newly-eclosed adult; A/MSG: 前 /中 部 丝 腺 Anterior/middle silk gland; BmNPV-6h: BmNPV 感染 
后 BmNPV infected, 6 h; Brain 3%; E-CS; 处 女 蛾 卵 Eggs from virgin moths; E-d: 3 A ESN Diapauses-destined eggs; E-nd: RHA (GEH FF) 
Embryo (nondiapause) ; E-uf; 未 受精 的 胚胎 Embryo (untifertilized ) ; Ea-ld; 盐酸 活化 处 理 1 d AY ON Eggs treated with common acid for 1 d; 
Emb; 胚胎 Embryo; EP: 表皮 Epidermis; E1240h; 产 卵 后 12 ~ 40 h 12 - 40 h after oviposition; E-30h; 产 下 30 h 的 卵 30 h eggs after 
oviposition; E-72h; 产 下 72 h AY5N 72 h eggs after oviposition; FB: 脂肪 体 Fat body; G: 生殖 腺 Goand; H: 2 Head; He: 血 淋 巴 (血液 ) 
Hemocyte (blood); Int; {8% Integument; MG: 中 肠 Midgut; MT; Æp% Malpighian tubule; Null; 时 期 或 组 织 不 确定 Stages and tissues not 
determined; O; HH Ovary; PG: 信息 素 腺 Pheromone gland; PrG 前 胸腺 Prothoracic gland; PSG: 后 部 丝 腺 Posterior silk gland; P-3d: MARA 
3 天 Day 3 of the pupal stage; S-Od: 吐 丝 刚 开 始 Day 1 of the spinning stage; S-3d: 吐 丝 第 3 天 Day 3 of the spinning stage; SG: 丝 腺 Silk gland; 
T: 323 Testis; 1L-Od; 1 龄 刚 开 始 Day 1 of the 1st instar larva; 1L-1d; 1 龄 第 1 天 Day 1 of the 1st instar larva; 4L-2d; 4 龄 第 2 天 Day 2 of the 
4th-instar larva; 4M: 第 4 Wi Z HH 4th molting stage; 5L-1d: 5 龄 第 1 天 Day 1 of the Sth instar larva; 5L-3d; 5 龄 第 3 天 Day 3 of the Sth instar 
larva; 5L-Sd 5 #8385 天 Day 5 of the Sth instar larva; SL-7d; 5 龄 第 7 天 Day 7 of the Sth instar larva; 5L +S: 5 龄 和 吐 丝 期 混合 Mixture of LS and 
spinning stage. D 小 图 中 ， 英 文 描述 直接 来 自 NCBI, In Fig. 4D, the English descriptions directly come from NCBI. 


分 析 也 显示 ，BmGPD 属于 GPDH 家 族 ， 但 与 已 经 3.2 BmGpd 的 转录 调控 和 BmGPD 功能 的 复杂 性 
报道 的 家 看 GPDH 同 源 性 相差 非常 大 ， 本 文 克隆 GPDH 是 2 个 相同 亚 基 的 二 聚 体 ， 通 常 存在 数 
的 基因 是 一 种 新 的 GPDH 同 工 酶 基因 。 个 异 构 酶 形式 ， 表 现 出 不 同 的 性 质 以 及 特异 性 组 织 
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图 5 家 看 BmGpd 基因 dsRNA 的 干涉 效果 
Fig. 5 Changes of gene expression and body weight 
after injecting dsRNA of BmGpd 
A; RT-PCR 检测 BmGpd 基因 表达 谱 ， 重 复 调 查 2 k Expression 
profile of BmGpd gene, and 2 larvae were used to conduct RT-PCR every 
time; B; 家 看 体重 变化 ， 每 处 理 重复 调查 20 Sk Changes of body 


weight measured from 20 larvae. 


和 发 育 分 布 。 在 采 蝇 中 CDPH 酶 已 得 到 广泛 研究 ， 
其 不 同 的 异 构 酶 (包括 GDPH-1, GDPH-2 和 GDPH- 
3) 由 含有 8 个 外 显 子 和 1 个 转录 起 始 位 点 的 单个 基 
因 (5.9 kb) 编码 (O0” Brien and MacIntyre, 1972) 。 
3 个 不 同 的 mRNA 是 由 原始 转录 体 3 "端的 可 变 剪 接 
产生 (Cook et al., 1988), 2 个 主要 的 异 构 酶 GDPH- 
1 和 GDPH-3 展示 了 成 体 中 差异 性 组 织 分 布 和 整个 
发 育 过 程 中 不 同 的 时 间 表 达 。 每 一 异 构 酶 具有 独特 
的 代谢 功能 : GDPH-1 参与 飞行 肌 代谢 ， 而 GDPH- 
3 为 幼虫 和 晴 生 殖 甩 、 脂 肪 体 和 腹部 的 脂 质 生 物 合 
成 提供 前 体 。 最 近 的 数据 表明 GPDH-3 的 提取 物 中 
含有 一 新 的 异 构 酶 CPDH-4 ( Wilanowski et al., 
1995) 。 

RH C108 品种 BmGpd 基因 全 长 27 983 bp, 
包含 16 个 外 显 子 和 15 个 内 含 子 ， 而 我 们 在 其 他 看 
品种 克隆 的 BmGpd 基因 存在 与 此 不 同 的 结构 (为 文 
报道 ) RACE 实验 获得 了 C108 品种 的 3 个 mRNA 


的 5 端 转录 起 始 位 点 和 2 个 3 问 加 尾 位 点 ， 说 明 
BmGpd 基因 在 家 蛋 体 内 至 少 存在 3 个 mRNA 转录 
A, 但 本 研究 获得 的 2 个 完整 的 mRNA 转录 体 具 
有 相同 的 ORF， 长 2 166 bp， 编 码 721 个 氨基 酸 ， 
分 子 量 约 为 80.5 kD, 显示 BmGpd 转录 调控 比 
较 复 杂 。 

利用 大 肠 杆 阔 表达 系统 ， 能 够 大 量 诱导 表达 
BmGPD EHM. BmGpd 基因 在 家 乍 组 织 和 2 RA 
时 期 有 较 强 的 表达 特异 性 ， 提 示 表 达 产 物 可 能 参与 
特殊 的 代谢 过 程 。RNAi 实验 结果 显示 ,注射 
BmGpd dsRNA FA, KÆ HEP BmGpd 基因 的 转 
录 水 平 明显 降低 ,但 除 体 重 有 增加 现象 外 ， 家 蛋 没 
有 出 现 明显 的 生理 和 形态 异常 ， 说 明 看 体内 存在 很 
强 的 BmGpd 基因 产物 代 偿 途径 。 人 类 糖尿 病 患 者 ， 
GPD 含量 明显 比 正常 人 少 ， 而 胰岛 条 能 够 刺激 3- 
克 酸 甘油 脱 氢 酶 的 活性 (Tu et al., 1995), RAR 
(bombycin) 是 蛋 体 中 类 似 人 类 胰岛 素 的 活性 物质 
(Satake et al., 1997) ， 深 入 看 素 调控 的 代谢 网 络 研 
究 ， 也 许 是 阐明 BmGPD 作用 机 制 的 有 效 途 径 。 
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